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とする(Balchin, 2016; Finka, 2016)。主要な分子シャペロンとして熱ショックタンパク

























おいて中心的な役割を果たしているといえる(Mayer, 2005; Genevaux, 2007; Kampi-
nga, 2010; Clerico, 2015)。 
Hsp70は ATPase活性を持ち、ATPの加水分解サイクルに従って基質ポリペプチド




















1991; Slepenkov, 1998; Bertelsen, 2009; Kityk, 2012; Zhuravleva, 2012; Qi, 2013)。 
Hsp40は Hsp70と相互作用し、Hsp70の ATPase活性を上昇させるコシャペロン活
性を持つ。また、単独で変性ポリペプチドの疎水性領域に結合することで凝集を防ぐシ




Ⅰ、TypeⅡ、TypeⅢの三つのグループに分類できるとされている (Kampinga, 2010; 
Cheetham, 1998.)。 
最も多くのドメインを持つ TypeⅠHsp40は、タンパク質の N末端から Jドメイン、
glycine/phenylalanineリッチ領域(G/F領域)、C末端ドメイン(CTDⅠ、CTDⅡ)で構成
されている(図 2B)。Hsp70と相互作用し、Hsp70の ATPase活性を上昇させる Jドメ
インはすべてのグループに共通しており(Wall, 1994; Schmid, 1994; Karzai, 1996; 





Bascos, 2017; Tsai, 1996; Suh, 1998)。TypeⅠと TypeⅡ Hsp40は N末端の Jドメイ
ンに加えて G/F領域、C末端ドメインを共通して持ち、C末端同士で結合した二つの
プロトマーで構成されたホモ二量体が機能単位である(Zylicz, 1985; King, 1995; Sha, 
2000; Li, 2003; Shi, 2005; Barends, 2013)。また、TypeⅠHsp40の CTDには Zinc 
finger like motif(ZFLM)が存在する(Martinez-Yamout, 2000)。基質への結合は基質結
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合部位が存在する CTDが担っているが(Goffin, 1998; Lee, 2002; Li, 2003)、一部の基
質に対しては、G/F領域と ZFLMも基質結合に関与することが報告されている(Szabo, 




することができず(Sha, 2000; Shi, 2005)、Hsp70による変性ルシフェラーゼのリフォ
ールディングを促進することもできないと報告されている(Sha, 2000)。しかし、
Saccharomyces cerevisiaeの TypeⅡ Hsp40である Sis1のモノマー変異体は、基質非
存在下でコシャペロン活性によってHsp70の ATPase活性を野生型 Sis1と同程度に促
進することが報告されている(Sha, 2000)。また、Sahiと Craigらは Saccharomyces 
cerevisiaeの Hsp40(ydj1)欠損株内で様々なHsp40に由来する Jドメインのみを発現
させた場合、Hsp40欠損株の生育不良を相補することができると報告した(Sahi, 










































pTrc99A (Pharmacia) の Ncolサイトを欠失したプラスミドであり、このプラスミドに
より形質転換した大腸菌内では、培地に IPTGを添加することにより、プラスミド上の




1995)。pET15bは T7ファージ由来の T7プロモーター (T7p) を含む。大腸菌
HMS174(DE3)は染色体上の LacUV5プロモーターの下流に T7ファージの RNAポリ
メラーゼ遺伝子がコードされている。pET15bにより形質転換されたHMS174(DE3)内
では IPTGの添加によって T7 RNAポリメラーゼ遺伝子が発現し、pET15b上の T7プ
ロモーター下流の遺伝子の発現を誘導することができる。本論文において、野生型の
DnaJ遺伝子を dnaJ(WT)と記載し、5’末端にHisタグ（6つのヒスチジン）配列を持














F-araD139⊿(argF-lac) U169 rpsL150 relA1 flbB5301 deoC1 
ptsF25 rbsR 
KY1456     MC4100 dnaJ::Tn10-42 
HI1006  araD139⊿（araABIOC Leu)7697 ⊿(lacIPOZY)X74 gaIU gaIK 
strA trpA38(oc) recA 
HB101 
 
supE44⊿(mcrC-mrr ) recA13 ara-14 proA2 lacY1galK2 rpsL20 
xyl-5 mtl-1 leuB6 thi-1 
HMS174(DE3)  F- recA1  hsdR19 rpoB331 (DE3) 
 
表 2 用いたプラスミド 
プラスミド 
pTrc99A  ori(pMB1) lacIq trcp bla 
pKV1142  NcoI制限酵素サイトを欠失した pTrc99A 
pKV1961  pKV1142 trcp-dnaJ(WT) 
pAR3  ori(p15A) araBp araC cat  
pASG-IBA162  ori( f1) ori (colE1) tetp tetr bla 
pKKU1023  pASG-IBA162 tetp-dnaJ(WT) 
pKV2503  pAR3 araBp-dnaJ(WT)       
pKKU1029  pAR3 araBp-dnaJ-strep           
pET15b  ori(pMB1) T7p bla lacI   
pKKU1125  pET15b T7p-his-dnaJ(WT)   
8 
pKKU1143  pET15b T7p-his-dnaJ(H33Q)  
pKKU1145  pET15b T7p-his-dnaJ(D35N) 
pKKU1160  pKV1142 trcp-his-dnaJ(WT) 
 
2．使用した培地、試薬、バッファー 
 各菌体の培養には L培地(1 l当たり tripton 10 g、yeast extracts 5 g、NaCl 5 g、
NaOHで pHを 7.4に調整)を使用した。必要に応じてアンピシリン（最終濃度 50 
µg/ml）、クロラムフェニコール (最終濃度 20 μg/ml)を添加した。Ni2+-NTAアガロー












50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 10 mM dithiothreitol, 
10%(vol/vol) sucrose 
   
バッファーJ3 
 
50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM KCl, 2 mM β-mercaptoethanol,  
10% (vol/vol)sucrose, 0.5% (vol/vol) TritonX–100 
バッファーJ4 
 




バッファーG2   20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 
0.1 mM EDTA, 10% (vol/vol) glycerol, 5mM magnesium acetate 
バッファーG3   20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 10% (vol/vol) glycerol, 




 30 mM Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM dithiothreitol, 8M urea 
Luciferase測定
バッファー 
 30 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 1 mM dithiothreitol, 40 mM KCl,  
50 mM NaCl, 7 mM Mg(CH3COO)2 
＜DnaK ATPase活性測定＞ 
バッファーM2  50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM KCl, 25 mM MgCl2 
＜熱変性 G6PDHリフォールディングアッセイ＞ 
バッファーA  50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10% (vol/vol) glycerol, 




 50 mM Hepes-KOH (pH7.5), 150 mM KCl, 20 mM Mg(CH3COO)2,  
10 mM dithiothreitol 
G6PDHアッセイ
バッファー 
 50 mM Tris-HCl (pH7.8), 3 mM MgCl2, 3.3 mM glucose-6-phosphate 
 
3.プラスミドの構築、部位特異的変異誘発 
 発現ベクターは In Fusion HDクローニングキット(Clontech)を使用して構築した。
オリゴヌクレオチドプライマーを設計し、Primestar GXL DNAポリメラーゼ(Takara)
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4-1 (WT-Strep)-(WT-Strep) DnaJの精製 
pKKU1029で形質転換したHI1006株を 20 μg/mlのクロラムフェニコールを含む L
培地(1 l)で対数増殖後期まで培養後、アラビノース(最終濃度 1 mg/ml)を加え 3時間培
養した。急冷後、遠心（5,000×g、15分間）により集菌した。 




捨て、再度 2 mlのバッファーJ1を加えて沈殿を洗浄した。沈殿物を 20 mlのバッファ
ーJ3に懸濁し、ローテーターにより穏やかに 1時間懸濁した。界面活性剤 TritonX-
100で処理することにより、DnaJを可溶化できる。超遠心（75,000×g、90分間）を
行い、上清をバッファーJ3で平衡化した Strep tactin sepharoseカラム(IBA）(担体量
0.5 ml)にかけた。1 mlのバッファーJ4 による洗浄を 5回行い、3 mlの 2.5 mM 
destiobiotinを含むバッファーJ4 で溶出した。電気泳動後し、CBB染色で確認後、濃




4-2 (His-WT)-(His-WT) DnaJの精製 
pKKU1125で形質転換したHMS174(DE3)株を 50 μg/mlのアンピシリンを含む L培
地(1 l)で対数増殖後期まで培養後、IPTG(最終濃度 1 mM)を加え 3時間培養した。急冷
後、遠心（5,000×g、15分間）により集菌した。 








量 0.5 ml）にかけた。10 mlのバッファーJ3で洗浄後、20 mlのバッファーJ4で洗浄
した。20 mlの 50 mM イミダゾールを含むバッファーJ4で洗浄し、3 mlの 250 mM
のイミダゾールを含むバッファーJ4で溶出した。電気泳動後し、CBB染色で確認後、




最終濃度が 10 μMとなるように各 DnaJをバッファーG2に加え(全量 120 μl)、恒温
槽中 30 ℃で 30 分間静置した。5分間氷冷後、実験ごとの画分のずれを補正するため
の分子量マーカーとして、15 μgのアポトランスフェリン(Sigma)、15 μgの βアミラ
ーゼ (Sigma)、15 μgのカルボニックアンヒドラーゼ (Sigma) を添加し、最終的に
150 μlとなるようにバッファーG2を加えた。4 ℃で遠心 (20,400×g、10分間) し、上
清をバッファーG2で平衡化した Superdex 200 Increase GLゲルろ過カラム (ベッド
13 
体積 24 ml) （GE Healthcare） にかけ、溶出液を 500 μlずつ分取した。各画分 100 
μlを等量の 2 ×サンプルバッファーに懸濁し、3分間煮沸した。電気泳動後、CBB染色
し、画像解析装置 LAS3000で撮影した。βアミラーゼ (天然状態の分子量約 200 kDa) 
の溶出画分は画分 26、アポトランスフェリン(天然状態の分子量約 81 kDa) の溶出画分
は画分 28、カルボニックアンヒドラーゼ(天然状態の分子量約 29 kDa) の溶出画分は画
分 33であった 。 
 
6．二量体安定性解析  
DnaJの最終濃度が 1 μMとなるようにゲルろ過バッファーG3に加えた(計 100 μl)。
混合液を 30 ℃の恒温槽で静置し、120 分後に 30 mM イミダゾール、0.1% Tween20
入りのバッファーG3 1 mlと、Ni2+-NTAアガロース(50%スラリー) 20 μlを加えた。そ
の後、ローテーターによって、4 ℃で 1時間転倒混和した。 
遠心(1000×g、10 秒間)し、バッファーをアスピレーターで除去した。500 μlの 30 
mM イミダゾール、0.1% Tween20入りのバッファーG3を加え、転倒混和し、遠心後
(1,000 × g、10 分間) 、バッファーを除去した。この洗浄を三回繰り返した。35 μlの
250 mM イミダゾール入りバッファーJ4を加え、室温でローテーターにより転倒混和
することで溶出を行った。遠心(1,000×g、10 秒間)によりアガロースを沈殿させ、上清
35 μlを回収し、17.5 μlずつ 2本のチューブに分注した。一方のチューブに Thrombin 
0.47 μl(1 unit/μl)を加え、22 ℃で 48時間静置した。溶出サンプル 10 μlを 10 μlの 2×
サンプルバッファー(1×サンプルバッファー：62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8)、2 % SDS、
5 % メルカプトエタノール、10 % glycerol、少量の BPB)を加え、37 ℃で 10分間処
理し、電気泳動用サンプルとした。サンプル 20 μlを電気泳動後、CBB染色によりタ















な反応液の量は 600 μlとし、ルシフェラーゼの最終濃度は 0.08 μＭとなる。希釈に用
いるルシフェラーゼ測定バッファー中に各濃度の DnaJまたは DnaJと同質量の BSA
を加えておくことで、凝集反応における各タンパク質の影響を評価した。時間経過に伴
う散乱強度は蛍光分光光度計 RF-5300PC(島津)によって測定した。励起・蛍光波長は
350 nm、バンド幅は 5 nmで測定した。 
 
8. DnaK ATPase活性測定(Malachite green assay) 
ATPase反応による遊離リン酸の検出には、Bioassay systems社のMalachite Green 
Phosphate Assay Kitsを使用した。1mM Phosphate 28 μlを 672 μlのバッファーM2
で希釈し、40 μM リン酸溶液を調製した。バッファーM2でリン酸溶液を希釈し、検
量線用リン酸希釈サンプルを調製した。リン酸検出試薬 20 μlを 96穴プレートに加え
ておき、検量線用リン酸サンプル 80 μlを加えた。サンプルを室温で 30分間静置した
後に A620を測定し、リン酸濃度を求めるための検量線を作図した。次に、2×バッファ
ーM2 に超純水、DnaK(最終濃度 0.46 μM)、DnaJ(最終濃度 0~0.8 μM)、σ32(最終濃
15 
度 1.84 μM)、GrpE(最終濃度 0.25 μM)、を加え、全量を 306 μlとし、30 ℃で 10分プ
レインキュベートした。ATPase反応はタンパク質溶液に ATP(最終濃度 100 μM)を添
加することで開始させる。反応開始前の反応液中の遊離リン酸量を測定するために、イ
ンキュベート後のサンプルを 0分測定用サンプル 76.5 μlと経時的測定用サンプル
229.5 μlに分注した。0分測定用サンプル 72μlを 20μlのリン酸検出試薬に加え、1 
mM ATP 8 μlを加えて 30秒間ピペッティングし 0分サンプルとした。経時的測定用サ
ンプル 225.5 μlに 1 mM ATP 25.5 μlを加えて 30 ℃の恒温槽で反応を行った。反応開




9. DnaKシャペロンシステムによる熱変性 G6PDHリフォールディングアッセイ 
 熱変性 Glucose 6-phosphate dehydrogenase(G6PDH)リフォールディングアッセイ
は中本らの報告を参考に行った(Nakamoto, 2014)。購入した Leuconostoc mesenteroides 
由来の G6PDHを濃度が 17.63 mg/ml(162.3 μM)となるようにバッファーAに溶かし
て、-80 ℃に保存した。濃度が 0.5 μMとなるように G6PDHリフォールディングバッ
ファーで希釈し、52 ℃で 10分間インキュベートして熱変性させた。この変性 G6PDH
溶液と DnaKシャペロンシステムを含む分子シャペロン溶液(12 μM DnaK, 1.2 μM 
DnaJ, 0.6 μM GrpE, 8 mM ATP, 200 μg/ml creatine kinase, 40 mM creatine 
phosphate を含む G6PDHリフォールディングバッファー)を 25 ℃で 10分間インキ
ュベートした。変性 G6PDH溶液と等量の分子シャペロン溶液を混ぜ(最終濃度：0.25 
μM G6PDH; 6.0 μM DnaK; 0.1,0.2,0.4 μM DnaJ; 0.3 μM GrpE)、リフォールディン
グ反応を開始した。15、30、45、60、90分後にサンプリングし、G6PDHの最終濃度
が 1.0 nMとなるように、2 mM NAD+と 3.3 mM G6Pを含む G6PDHアッセイバッ
ファーに加えた。25 ℃で 5分間インキュベート(G6PDHの酵素反応時間)した後、340 
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めに、Primestar GXL DNAポリメラーゼを使用した PCRによって DnaJの全長の配
列 [dnaJ-F-TU、dnaJ-R-TU]と pASG-IBA162の配列 [IF-J-IBA162-3F、IF-J-
IBA162-5R]を増幅し、In-Fusin HDクローニングキット(Clontech)によって DnaJ配
列を Strepタグ配列(Twin-Strep)の上流に挿入した。その結果、構築したベクター
pKKU1023では dnaJ配列の 3’ 末端にタンデムに二つの strepタグ配列(Twin-Strep)
が存在する(図 4A)。次に Primestar GXL DNAポリメラーゼを使用した PCRによっ
て、dnaJの 3’ 末端に一つの Strepタグ(Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys)をコード
する配列が付加された dnaJ-strep配列を増幅した [dnaJ-F-TU、J-strep1-3R]。dnaJ-
strep配列では、dnaJと strepの間にリンカーとして 3つのアミノ酸(Gly-Ser-Ala)を






非存在下でも少量の野生型 DnaJが産生されている。そのため、42 ℃、44 ℃での生























組んだ。Primestar GXL DNAポリメラーゼを使用した PCRによって dnaJの配列 
[dnaJ-F-TU2、dnaJ-R-TU]と pET15bの配列 [IF-J-15b2-3F、IF-J-15b-5R]を増幅し
た。In-Fusin HDクローニングキット(Clontech)を使用して dnaJ配列を pET15bのト
ロンビンサイトをコードする配列の 3’末端に挿入することで、his-dnaJ発現ベクター










とが報告されている(Cheetham, 1998; Kelley, 1998)。his-dnaJ (H33Q)発現ベクターを











ンと 20 μg/mlのクロラムフェニコールを含む L培地(2 ml)で大腸菌を培養し、対数増
殖後期に培養液に IPTG(最終濃度 0~100 μM)とアラビノース(最終濃度 1 mg/ml)を添加
し、3時間培養した際の各プロトマーの発現量を確認した(図 7B)。 IPTGの添加によ
り発現が誘導される(His-WT)プロトマーの量は、IPTGの濃度依存的に増加した。その
結果、IPTG(最終濃度 20 μM)とアラビノース(1 mg/ml)という誘導条件で各プロトマー
の発現量が同程度となることが確認されたので(図 7Bレーン 4)、その条件を誘導条件
とした。50 μg/mlのアンピシリンと 20 μg/mlのクロラムフェニコールを含む L培地(1 
l)で大腸菌を培養し、対数増殖後期に培養液に IPTG(最終濃度 20 μM)とアラビノース
(最終濃度 1 mg/ml)を添加することで誘導を開始した。さらに 3時間培養し、菌体を急
冷・集菌した。 




ため、上清を捨て、再度 J1バッファー2 mlを加えて沈殿を洗浄した。沈殿物を 3 ml
のバッファーJ4に懸濁し、ローテーターにより 4 ℃で穏やかに 1時間懸濁した。500 
mM NaClが添加されたバッファーに懸濁することで、DnaJを可溶化することができ
た。超遠心(75,000 × g、90分)により上清を回収し、上清をバッファーJ4で平衡化し
たゲルろ過カラム Hiprep sephacryl S-300 HR (ベッド体積 120 ml)にかけた。ゲルろ




したNi2+‐NTA agarose カラム(担体量 0.5 ml)にかけた(図 9)。20 mlのバッファーJ4 
で洗浄後、20 mlの 10 mM imidazoleを含むバッファーJ4で夾雑タンパク質を洗浄し
21 
た。次に 3 mlの 30 mM imidazole入りバッファーJ4 での洗浄を 10回繰り返すこと
で、Hisタグのついていない(WT-Strep)-(WT-Strep)を洗浄した。この操作により、10
回目の洗浄画分からはほとんど DnaJが検出されなくなった(図 9レーン 6)。その後、3 
mlの 100 mM Imidazole入りバッファーJ4 で Hisタグの付加された DnaJを溶出し
た(図 9 レーン 7)。次に、3 mlの溶出液をバッファーJ4で平衡化した Strep-Tactin 
sepharose (IBA)を充填したカラム(担体量 0.5 ml)にかけた(図 10)。1 mlのバッファー
J4 による洗浄を 5回繰り返すことで Strepタグの付加されていない DnaJ(上バンド)を
洗い流した。一回目の洗浄画分(図 10レーン 2)では、分子量が大きい(His-WT)(上バン
ド)が多く検出され、洗浄を繰り返すと洗浄画分では上下のバンドが等しく検出された
(図 10レーン 6)。これは DnaJ-Strepの担体への結合が弱いためにヘテロ二量体型
DnaJも洗浄されているからである。その後、2.5 mM D-デスチオビオチン入りバッフ
ァーJ4を 3 ml加え、溶出液を回収した(図 10レーン 7)。アミコン Ultracel 4 (MWCO 
10,000)を使用し、バッファーJ4によるバッファー置換・濃縮を行い、-80 ℃で保存し






に Superdex200 Increase 10/300 GL(GE Healthcare)ゲルろ過カラムによるサイズ分
離を行った(図 11)。 
 ゲルろ過によるサイズ分離の結果、精製後の(WT-Strep)-(His-WT) (85.4 kDa)はアポ
トランスフェリン(81 kDa)と同一の画分に溶出された。このことから、精製の初期段階
でゲルろ過により分離した DnaJは、精製後も二量体構造を維持していることが確認さ






 各 DnaJプロトマーの分子量は、DnaJ-Strep(387 aa)が 42.4 kDa、His-DnaJ(394 
aa)が 43 kDaとなる。精製した DnaJを SDS-PAGEによって比較した際に、(DnaJ-
Strep)と(His-DnaJ)のプロトマー間の分子量の差が少なく、二つのバンドが重なって検
出された(図 12レーン 5~7)。精製した DnaJが二種のプロトマーで構成されているこ
とを確認するために、Thrombin処理によって(His-DnaJ)の Hisタグを切断した。
Thrombin処理His-DnaJ(377 aa)は 41.1. kDaとなり、DnaJ-Strepのバンドと区別が
可能になる。30 μlのバッファーJ4に 6 μgの DnaJを懸濁し、0.8ユニットの
Thrombin(GE Healthcare) を加え 22 ℃で 48時間処理することで、Hisタグを切断し
た。この Thrombin処理条件では(His-WT)-(His-WT)のHisタグは完全に切断された
(図 12レーン 4からレーン 2)。精製した各DnaJ(図 12レーン 5~7)を同様の条件で
Thrombin処理すると、上下二つのバンドとして検出されるようになった(図 12レーン
8~10)。上のバンドは DnaJ-Strepと一致し(図 12レーン 3)、下のバンドは Thrombin











 本解析での DnaJの回収率は 50~60 %となった(図 14Aレーン 7~9)。溶出サンプル
を Thrombin処理すると、それぞれの DnaJプロトマーに由来する上下二つのバンドが
検出された(図 14Aレーン 10~12)。上のバンドは DnaJ-Strep、下のバンドは
Thrombin処理His-DnaJと一致し、二つのバンドのシグナル強度は同程度であった。
同様の Thrombin処理条件において、(His-WT)-(His-WT)がほとんど切断されているこ
とから(図 14Aレーン 15から 13)、Ni2+-NTAアガロースと共沈した DnaJには DnaJ-
Strepと His-DnaJが 1:1のモル比で含まれていると考えた。 
 また、抗 DnaJ抗体と抗 6×Hisタグ抗体を用いたイムノブロッティングも行った(図 
14B)。抗 DnaJ抗体を使用して DnaJを検出した場合(図 14B上段パネル)、イムノブ
ロッティングの結果は CBB染色によって得られた結果(図 14A)と同様であった。抗 6
×Hisタグ抗体によりHisタグを検出した場合(図 14B中段、下段パネル)、シグナル強
度は直線的な増減を示さなかったが(図 14B中段、下段パネルレーン 1~3)、Thrombin
処理 DnaJではシグナルは検出されなかった(図 14B中段、下段パネルレーン 7~9)。
Multi Gauge softwareによって画像全体を濃くすると(図 14B下段パネル)、305 ngの
DnaJは検出されたが Thrombin処理 DnaJでのシグナルは検出できなかった(図 14B
中段、下段パネルレーン 7~9)。また、抗 DnaJ抗体により DnaJを検出した結果で
は、Thrombin処理後のヘテロ二量体型 DnaJの上側のバンド強度(図 14B上段パネル
レーン 7~9)は 305 ngの DnaJのシグナル強度(図 14B上段パネルレーン 2)に匹敵する
にも関わらず、抗 6×His抗体ではシグナルが検出できなかった。これらのことから、
Thrombin処理後のヘテロ二量体型 DnaJの上のバンド(図 14B上段パネルレーン 7~9)
は(DnaJ-Strep)由来のシグナルだと考えた。CBB染色、イムノブロッティングの結果










となった(図 15×グラフ)。最終濃度 0.04 μMの野生型 DnaJ存在条件では散乱強度の
上昇は緩やかになり、最終的な値は 200から 300となった(図 15●点線グラフ)。さら
に高濃度である 0.08 μMの野生型 DnaJが存在する条件では、散乱強度の上昇はさら
に緩やかになり、最終的な値は 100付近となった(図 15●実線グラフ)。存在する DnaJ
の濃度に依存した凝集抑制が確認された。 
精製した(WT-Strep)-(His-WT)とヘテロ二量体型 DnaJにおいても同条件での解析を
行った。DnaJ 0.04 μM条件ではすべてのDnaJでゆるやかな凝集抑制がみられ(図 15 


























活性が低下した(図 16A△、□グラフ)。グラフの傾きから ATPase速度 (Pi 
nmol/min/DnaK mg)を求め、(WT-Strep)-(His-WT)存在条件とヘテロ二量体型 DnaJ存
在条件での ATPase速度を比較した(図 16B)。各濃度条件での(WT-Strep)-(His-WT)存
在条件での ATPase速度を 100%とする。0.8 μM DnaJ濃度条件では、(WT-Strep)- 
(His-H33Q)存在条件での ATPase速度は 67%、(WT-Strep)-(His-D35N)存在条件での
ATPase速度は 69%まで低下した。0.4 μM DnaJ濃度条件では、(WT-Strep)-(His-
H33Q)存在条件での ATPase速度は 57%、(WT-Strep)-(His-D35N)存在条件での
ATPase速度は 56%まで低下した。0.2 μM DnaJ濃度条件では、(WT-Strep)-(His-
H33Q)存在条件での ATPase速度は 51%、(WT-Strep)-(His-D35N)存在条件での





敵する ATPase速度を実現させるためには、野生型 DnaJの 2倍の濃度が必要であっ
た。具体的には、0.4 μMの(WT-Strep)-(His-WT)存在条件での速度を実現するために
は 0.8 μMのヘテロ二量体型 DnaJが必要であり、0.2 μMの(WT-Strep)-(His-WT)存在




されている(Ben-Zvi, 2004; Skowyra, 1990; Gaitanaris, 1990; Diamant, 2000)。リフ
ォールディンの過程において DnaJは変性タンパク質に結合し、それらの凝集を防ぐと
















上昇し、0.4 μMの野生型 DnaJ存在条件では 90分後の G6PDHのリフォールディン







のリフォールディング速度を 100%として比較する。0.4 μM DnaJ濃度条件では、
(WT-Strep)-(His-H33Q)存在条件で 61%、(WT-Strep)-(His-D35N)存在条件で 65%まで
低下した。0.2 μM DnaJ濃度条件では、(WT-Strep)-(His-H33Q)存在条件で 54%、



















(図 15)、コシャペロン活性は低下していた(図 16、17)。この結果は DnaJの二量体構
造は、シャペロン活性のみならず、コシャペロン活性においても重要であることを示し
ている。これまでに、Hsp40由来の Jドメインまたは Jドメインと G/Fリッチ領域の
みを含んだポリペプチドはコシャペロンとして機能し、Hsp40の欠失を補うことがで





























る。     
本研究での DnaK ATPase活性測定は DnaK(0.46 μM)と DnaJ(0.2,0.4,0.6,0.8 μM)に   
対して基質(σ32；1.84 μM)が過剰に存在する条件で行った。DnaJ-σ32間の相互作用の解
離定数(20 nM)を考慮すると(Gamer, 1996)、この条件ではほとんどの DnaJが σ32に結
合していると予測される。この条件で存在する DnaJ-σ32複合体は DnaJのコシャペロ




も DnaJ濃度の上昇に従って DnaKの ATPase活性は上昇したが、野生型 DnaJ存在






 熱変性 G6PDHリフォールディングアッセイは、DnaJ(0.1,0.2,0.4 μM)と基質




ある。0.4 μM DnaJ濃度条件では G6PDH(0.25 μM)を上回る量の DnaJが存在してい





















分子の DnaJが複数分子の DnaKの G6PDHへの結合を効率よく促進することは困難
に思える。しかし、緩やかではあるがヘテロ二量体型 DnaJは G6PDHのリフォールデ
ィングを促進することができた(図 17A上段パネル△、□グラフ)。この 0.1 μMのヘテ
















合、0.4 μM DnaJ濃度条件(野生型 DnaJの 65 %)に比べて 0.1 μM DnaJ濃度条件(野














































































図 2 Hsp70と Hsp40の構造 




B, E.coli の TypeⅠHsp40である DnaJのドメイン構造を示す。N末端から、Jドメイ
ン(J)、G/F 領域(G/F)、C 末端ドメイン(CTDⅠ、CTDⅡ)が並ぶ。Zinc finger-like 

















図 3  仮説；Hsp40と複数の Hsp70との相互作用 


































図 4 dnaJ-strep発現ベクターの構築 
A, dnaJ配列を pASG-IBA162の Twin-strep tag配列の上流に挿入することで、dnaJ-
Twin-strep tagをコードする pKKU1023を構築した。Twin-strep tag配列は二つの
タグ配列がリンカー配列によってつながれている。 










































図 6  ヘテロ二量体型 DnaJの発現系 
大腸菌 HMS174(DE3)株を pKKU1029、pKKU1125 により共形質転換した。
pKKU1029は Salmonella typhimurium由来の araBプロモーター、リプレッサーをコ
ードする遺伝子 araC を持ち、アラビノースの添加により araB プロモーター下流の
dnaJ-strep遺伝子の発現を誘導できる。pKKU1125は T7ファージ由来の T7プロモー
ター (T7p) を含む。大腸菌 HMS174(DE3)は染色体上の LacUV5 プロモーターの下流
に T7ファージの RNAポリメラーゼ遺伝子がコードされているので、IPTGの添加によ
って T7 RNA ポリメラーゼ遺伝子が発現し、pKKU1125 上の T7 プロモーター下流の
his-dnaJ遺伝子の発現を誘導することができる。大腸菌内では青枠内に示す DnaJが形
















図 7 ヘテロ二量体型 DnaJの発現条件の検討 
A,アラビノース 1 mg/mL、IPTG 20 μMの誘導条件の結果の拡大図を示す。模式図は矢 
印で示したバンドに含まれる DnaJのプロトマーを表す。 
B, pKKU1029と pKKU1125で形質転換したHMS174(DE3)株を L培地、30 ℃で培
養した。対数増殖後期に図中に示すアラビノース、IPTGを同時に添加し誘導を開始
した。誘導開始後 3時間後に 100 μlを回収し、等量の 10％TCAで処理した後、サ






















図 8 ヘテロ二量体型 DnaJの精製 ゲルろ過による凝集体の分離 
 バッファーJ4で可溶化したタンパク質懸濁液を Hiprep-sephacryl S-300ゲルろ過カ


























含むバッファーJ4による洗浄画分(レーン 5,6) 各 10 μLと、100 mMイミダゾールを含
むバッファーJ4での溶出画分 4 μLと 2 μL(レーン 7，8)、250 mMイミダゾールによる
















図 10 ヘテロ二量体型 DnaJの精製 (Strep-tactin sepharoseカラム) 
Ni2+アフィニティークロマトグラフィーの溶出サンプルを Strep tactin sepharoseカ
ラムでさらに精製した。カラムの素通り(FT)、バッファーによる洗浄画分 10 μL (レー
ン 2-6)、図中に示す量の溶出液(レーン 7-9)、図中に示す量の DnaJ-Strep(レーン 10-12)


























図 11 ヘテロ二量体型 DnaJの二量体構造の確認  
 図中に示す各 DnaJ をバッファーG3 に加え 30℃で 30 分間静置し、ゲルろ過を行っ


























図 12 精製した DnaJの電気泳動による比較 
DnaJ-WT(レーン 1)、His-DnaJ(レーン 2,4)、DnaJ-Strep(レーン 3)、(WT-Strep)-(His-WT)(レ
ーン 5,8)、(WT-Strep)-(His-H33Q)(レーン 6,9)、(WT-Strep)-(His-D35N)(レーン 7,10)を電気
泳動し、CBB染色後、LAS3000により撮影した。分子量マーカー(kDa)は図の左側に記載
する。各 DnaJにおけるプロトマーの構成は画像の上部に記載する。W: 野生型プロトマ
























図 13 二量体安定性解析の概略 
DnaJ (1 μM) [(WT-Strep)-(WT-Strep)、(WT-Strep)-(His-WT)、(WT-Strep)-(His-H33Q)
































図 14 ヘテロ二量体安定性解析 
DnaJ (1 μM) [(WT-Strep)-(WT-Strep)、(WT-Strep)-(His-WT)、(WT-Strep)-(His-H33Q)









A, CBB染色による DnaJの検出 
トロンビン処理後のDnaJ(レーン 10-12)をトロンビン未処理のDnaJ(レーン 6-9)と   
ともに SDS-PAGEし、CBB染色した。画像は LAS3000画像解析装置を使用し、取
り込んだ。操作での回収効率を見積もるために、希釈した(WT-Strep)-(His-WT)も泳動
した(レーン 1-5、希釈系列)。2440 ngが 100%の回収効率に相当する。分子量マーカー
としてトロンビン処理後(His-WT)-(His-WT) (1 µg; レーン 13) 、(WT-Strep)-(WT-Strep) 










(His-WT) (0.5 µg; レーン 10) 、(WT-Strep)-(WT-Strep) (0.5 µg; レーン 11)、 (His-WT)-
(His-WT) (0.5 µg; レーン 12)も泳動した。 
各 DnaJ におけるプロトマーの構成は画像の上部に記載する。W: 野生型プロトマー、


















図 15 化学変性ルシフェラーゼ抗凝集活性測定 
変性ルシフェラーゼ(8 μM)を BSAまたは DnaJ [0.04 µM (点線) または 0.08 µM (実線)]
を含むルシフェラーゼ測定バッファーで 100 倍希釈し、室温で静置した。散乱強度は蛍











































































































































図 16 DnaJ存在下での DnaK ATPase活性 
A, 各 DnaJ 濃度条件における DnaK の ATPase 活性を示す。DnaK(0.46 μM)、GrpE(0.25 
μM)、σ32 (1.84 µM)、 DnaJ (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 µM)を 30 ℃で混合した。ATP(最終濃度
100 μM)を添加することで反応を開始し、2.5分ごとにサンプリングを行った。各サン
プリング時間での遊離リン酸量を求めた。各 DnaJは次の記号で示す。●:DnaJWT、
○: (WT-Strep)-(His-WT)、△: (WT-Strep)-(His-H33Q)、□: (WT-Strep)-(His-D35N)。 















































図 17 DnaJ 存在条件での DnaK シャペロンシステムによる G6PDH のリフ
ォールディング 
A, 各 DnaJ濃度条件におけるリフォールディング率の経時的変化を示す。G6PDH(0.5 μ
M)を 52 ℃で 10分間処理することで、熱変性を行った。G6PDH溶液を 25 ℃で 10分
間静置し、等量の DnaKシャペロンシステムを含んだ G6PDHリフォールディングバ
ッファーと混合することで、レフォールディング反応を開始させた。(最終濃度 
0.25μM G6PDH、6 μM DnaK、0.1-0.4μM DnaJ、0.3μM GrpE、4 mM ATP) 記載した各
反応時間でリフォールディングされた G6PDH の活性を測定した。未変性の G6PDH
に関しても同様の操作を行い、未変性 G6PDH の活性を 100%とし、リフォールディ
ング率を求めた。各 DnaJは次の記号で示す。●:DnaJWT、○: (WT-Strep)-(His-WT)、
△: (WT-Strep)-(His-H33Q)、□: (WT-Strep)-(His-D35N)。 
B, 各 DnaJ条件での G6PDHのリフォールディング速度を Aのグラフの傾きから求め比








図 18 DnaJと DnaKの相互作用モデル 
①DnaJと DnaKは近傍に結合し、DnaJは近傍に結合した DnaKと 1:1のモル比で相
互作用する場合。ヘテロ二量体型 DnaJ は一つの J ドメインしか持たないが、DnaK
が近傍に結合しているのでヘテロ二量体型DnaJによる影響は表れにくい。 
②DnaJは自身の結合部位と離れた部位に結合した DnaKとの相互作用が可能で、二つ 












アミノ酸置換（H33Q、D35N）が導入された J ドメイン 
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